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INTRODUCTION
Les plaquettes sanguines ou thrombocytes jouent un rôle majeur dans le maintien 
de l’intégrité du système vasculaire et  constituent la première ligne de défense 
contre les hémorragies [3, 16, 23]. Elles circulent librement dans le sang et doivent 
être activées par  des mécanismes séquentiels  et  coordonnés (schéma 1)  pour 
remplir  correctement leur rôle [3, 16, 23]. Dans des situations pathologiques, la 
perte  des  contrôles  stricts  gouvernant  ces  mécanismes  peut  conduire  à  une 
hémorragie  ou  à  la  formation  d’un  thrombus  pouvant  obstruer  totalement  un 
vaisseau et donc bloquer la circulation sanguine dans celui-ci. 
Un des événements essentiels du fonctionnement plaquettaire est la transition d’un 
état de faible affinité de l’intégrine αIIb/β3, majoritaire à la surface des plaquettes 
(environ  80  000  molécules  par  plaquette),  vers  un  état  de  forte  affinité  lui 
permettant de lier le fibrinogène soluble [51]. La liaison du fibrinogène permettra 
alors  la  formation  de  ponts  entre  les  plaquettes  et,  à  terme,  le  phénomène 
d’agrégation [3, 16, 23, 53, 66, 71].
L’activation plaquettaire est induite par de nombreux agonistes dont un des plus 
puissants est la thrombine [3,  16, 23, 33].  Celle-ci  entraîne un changement de 
forme  des  cellules,  la  sécrétion  d'agonistes  secondaires  (parmi  lesquels 
l’adénosine  5’-diphosphate  (ADP),  le  thromboxane,  la  thrombine  elle-même,  le 
fibrinogène etc.) et enfin l'agrégation plaquettaire (schéma 2). Ces phénomènes 
s’articulent  autour  du  changement  conformationnel  de  l’intégrine,  et  sont 
communément  appelés  signalisation  inside-out [46,  57] ;  les  processus 
moléculaires impliqués dans cette activation sont complexes et assez mal connus. 
On  désigne  par  outside-in,  l’ensemble  des  événements  de  signalisation  qui 
émanent  de  l’engagement  de  l’intégrine  αIIb/β3  avec  une  molécule  de  
16
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Schéma 1  (d’après [23]). Représentation schématique du rôle de l’adhésion et  de 
l’agrégation plaquettaire dans la formation du thrombus. 
vWF : facteur de VON WILLEBRAND. OCS : open canalicular system (système canaliculaire de 
surface). PLC : phospholipase C. PLA2 : phospholipase A2. PAF : platelet-activating factor 
(facteur d’activation plaquettaire). TxA2 : thromboxane A2.
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fibrinogène [46, 57]. Ils contrôlent les réponses tardives de la plaquette telles que 
l’agrégation irréversible ou la rétraction du clou plaquettaire. L’étude de patients 
atteints  de thrombasthénie  de  GLANZMANN1,  dont  les  plaquettes sont  dépourvues 
d’intégrine  αIIb/β3  fonctionnelle,  a  largement  contribué  à  la  discrimination  des 
événements  biochimiques ayant  lieu  en  amont  et  en  aval  de  l’engagement  de 
l’intégrine. Quelques revues générales récentes [46, 57, 53, 66] décrivent de façon 
très complète les différents aspects de la signalisation plaquettaire via l’intégrine α
IIb/β3 et fournissent un nombre important de références bibliographiques dans ce 
domaine.
Les  mécanismes  initiaux  par  lesquels  la  thrombine  active  les  plaquettes 
commencent à être bien compris. Ils trouvent leur origine dans la stimulation par la 
thrombine de son récepteur, dont elle clive par protéolyse la partie N-terminale 
extracellulaire,  générant  ainsi  une  nouvelle  extrémité  qui  sert  d'agoniste  au 
récepteur [4, 22, 23, 27, 33, 66, 78]. Celui-ci appartient à la grande famille des 
récepteurs  couplés  aux  protéines  G  (RCPG)  [4,  5,  18,  41,  77]  et  induit  des 
réponses intracellulaires mettant en jeu des protéines G hétérotrimériques [8, 19, 
41, 42, 50, 70, 77], des protéines tyrosine-kinases (PTKs) non-récepteurs [7, 30], 
et des petites protéines G de la famille Ras [24]. On note en particulier, suite à 
l’activation de ce récepteur, trois vagues successives de tyrosine-phosphorylation, 
apparaissant  10  secondes,  2  minutes  et  5  minutes  après  stimulation  des 
plaquettes  par  la  thrombine.  Ces  phosphorylations  sont  le  fait  de  PTKs  non-
récepteurs  [33],  au  nombre  desquelles  pp60c-src (Src)  [11,  25],  pp72syk [13]  et 
pp125fak [40]. Cependant, les mécanismes par lesquels ces kinases sont stimulées 
suite à l’activation du RCPG de la thrombine restent à ce jour indéterminés. Par 
ailleurs,  la  stimulation  de  ce  récepteur  est  suivie  de  la  translocation  au 
cytosquelette d’un certain nombre de protéines de la signalisation, au nombre  
1 La thrombasthénie de GLANZMANN est une pathologie plaquettaire hémorragique congénitale rare, 
caractérisée par une anomalie quantitative ou qualitative de l’intégrine αIIb/β3.
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Schéma  2  (d’après  [23]). Représentation  schématique  des  processus  initiaux  de 
l’hémostase. 
Lors d’une brèche vasculaire, le facteur de VON WILLEBRAND (vWF), synthétisé et sécrété par 
les  cellules  endothéliales,  et/ou  le  collagène,  protéine  de  la  matrice  extracellulaire  du 
sous-endothélium, servent de substrat à l’adhésion plaquettaire (1). Une fois attachées, 
les plaquettes s’étalent et sécrètent leur contenu, en particulier de l’ADP, de la sérotonine 
et  du  facteur  d’activation  plaquettaire  (PAF).  Ces  molécules  concourent  ensemble  au 
recrutement (2) de nouvelles plaquettes sur le site lésé et les activent de sorte qu’elles 
changent de forme (3) et qu’elles expriment à leur surface des sites de liaison favorables à 
leur agrégation (4). Ce processus est accéléré par un puissant agoniste, la thrombine, qui 
est générée sur le site du dommage des cellules endothéliales par la voie du complexe 
activé Facteur Tissulaire-Facteur VII (TF-FVIIa). Le facteur tissulaire ou tissue factor (TF) 
est une protéine transmembranaire exprimée suite à la lésion vasculaire. Le facteur VII 
(FVII) est un facteur plasmatique de la coagulation sanguine.
20
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desquelles  la  phospholipase  C (PLC),  la  phospho-inositide  3-kinase  (PI3-K)  et 
diverses PTKs.  Ce phénomène est  dépendant  de l’agrégation et  fait  suite à la 
liaison du fibrinogène sur l’intégrine αIIb/β3 [12, 13, 25, 26, 40, 75].
L’objet  de notre travail,  dont la partie expérimentale a été réalisée dans l’Unité 
INSERM  326,  IFR  30  -  Hôpital  Purpan  -  31059  Toulouse  cedex  (Directeur :  
Pr. Hugues CHAP), était d’étudier le rôle de la Tec (Tyrosine kinase expressed in 
hepatocellular  carcinoma)  et  de  la  Btk  (Bruton  tyrosine  kinase)  dans  la 
signalisation plaquettaire. Ces deux PTKs non-récepteurs sont en effet de bons 
candidats à la phosphorylation sur tyrosine des kinases stimulées après activation 
du récepteur à la thrombine. A notre connaissance, aucune donnée n’a été publiée 
sur  leur  possible  implication  dans  la  signalisation  plaquettaire  ni  sur  leur 
localisation subcellulaire.
Ainsi, les objectifs de cette étude ont-ils été les suivants : i) produire des anticorps 
polyclonaux anti-Tec et anti-Btk ; ii) étudier grâce à eux : l’expression de la Tec et 
de la Btk dans les plaquettes humaines ; le niveau de tyrosine-phosphorylation de 
ces  deux  protéines  (classiquement  considéré  comme  un  révélateur  de  l’état 
d’activation) sous l’effet de la thrombine ; la localisation subcellulaire de la Tec et 
de la Btk et l’intervention possible de l’intégrine αIIb/β3 dans leur activation.
Le plan de notre travail  est  donc le suivant :  une revue bibliographique simple 
consacrée à la signalisation plaquettaire précède les résultats originaux de notre 
étude expérimentale. Enfin, une conclusion générale permet de faire ressortir les 
points essentiels de cette étude et d’en dégager les perspectives.
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1. POSITION DU PROBLEME
A l’occasion de travaux antérieurs, l’équipe de recherche avec laquelle nous avons 
travaillé  s’est  intéressée à  une  protéine  tyrosine-phosphatase  (PTP),  la  SHP-1 
(SH2-containing PTP 1),  impliquée dans l’activation plaquettaire,  et  a  décrit  sa 
phosphorylation sur tyrosine immédiatement après stimulation du récepteur à la 
thrombine [38]. Dans le but de mieux comprendre cette voie de signalisation, les 
recherches  se  sont  orientées  vers  la  caractérisation  de  la  (des)  PTK(s) 
responsable(s) de ce phénomène, pouvant donc faire le lien entre le RCPG de la 
thrombine et la PTP. L’intérêt s’est porté sur un nouveau groupe de PTKs non-
récepteurs,  présentant  des  homologies  de  séquence  avec  la  pp60c-src (Src)  et 
contenant un domaine PH (Plekstrin Homology) ; ce groupe comprend la Tec, la 
Btk, l’Itk, la Bmx et la Dr Src28C [59, 72]. Le domaine PH est connu pour interagir 
avec le complexe βγ des protéines G hétérotrimériques, [9, 14, 29, 49, 56], et dans 
ces conditions, des travaux ont mis en évidence une augmentation d’activité de 
l’Itk  et  de  la  Btk  [35,  76].  Par  ailleurs,  l’équipe  a  récemment  montré  que  le 
complexe  βγ de  la  transducine2 ajouté  à  un  lysat  de  cellules  DAMI  (cellules 
mégacaryoblastiques  en  culture)  entraîne  une  augmentation  de  la  tyrosine-
phosphorylation de SHP-1 [21]. Ceci permet de supposer une activation directe par 
le dimère βγ de la (des) kinase(s) impliquée(s), d’autant que le domaine PH de la 
2 La transducine est une protéine G hétérotrimérique. Elle est associée à la rhodopsine, RCPG des photons 
exprimé dans la rétine à la surface des épithéliocytes à bâtonnet [4].
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Schéma 3 (d’après [78]). Représentation schématique du récepteur de la thrombine. 
La séquence protéique du récepteur de la thrombine est présentée de manière simplifiée : 
seuls certains acides aminés sont désignés (par leur code à une lettre). La séquence qui 
correspond au ligand (SFFLRN) est suivie par la séquence du domaine d’interaction du 
récepteur avec la thrombine (site de clivage protéolytique) qui est riche en résidus acides 
(indiqués  par  des  astérisques).  Les  sites  potentiels  de  glycosylation  (N),  et  de 
phosphorylations (S et T) sont indiqués.
25
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βARK (β-Adrenergic  Receptor  Kinase),  kinase  phosphorylant  les  récepteurs  β-
adrénergiques), en se liant à βγ, provoque par compétition une diminution notable 
de  cette  phosphorylation  [21].  Les  PTKs  à  domaine  PH  représentent  donc 
d’excellents candidats à la phosphorylation sur tyrosine de la SHP-1, et l’équipe a 
émis  l’hypothèse  selon  laquelle  elles  pourraient  être  les  premières  enzymes 
activées en aval du récepteur à la thrombine [21]. Dans le but de cloner une ou 
plusieurs  d’entre  elles,  une  technique  de  RT-PCR  (Reverse  Transcription-
Polymerase  Chain  Reaction)  a  été  alors  mise  en  œuvre  à  partir  d’ARNm  de 
cellules DAMI,  utilisant  des oligonucléotides dégénérés choisis  dans des zones 
bien  conservées  du  domaine  PH.  Ces  expériences  ont  abouti  au  clonage  de 
l’ADNc de protéines qui se sont révélées être la Tec et la Btk.
27
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Schéma 4  (d’après [78]). Modèle d’activation du récepteur de la thrombine et de la 
transduction membranaire du signal. 
(A) Activation  du récepteur.  Le  clivage  du récepteur  par  la  thrombine démasque  une 
nouvelle extrémité amino-terminale qui joue le rôle de ligand. Celui-ci se fixe à son site de 
liaison  sur  le  récepteur.  (B) Echange  nucléotidique.  La  fixation  du  ligand  induit  un 
changement de conformation du récepteur qui, ainsi activé, catalyse l’échange du GDP 
par du GTP sur la sous-unité α de la protéine G hétérotrimérique associée. Ceci entraîne 
la séparation des protagonistes :  α-GTP, le complexe  βγ et le récepteur.  (C) Activation 
d’effecteurs. La forme activée α-GTP et le complexe βγ activent leurs effecteurs.
28
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2. FONCTIONNEMENT DU RECEPTEUR DE LA THROMBINE
2.1. Données structurales
Le récepteur de la thrombine est un RCPG de type Ia [4, 5, 18, 41, 77]. C’est une 
protéine intramembranaire monomérique de 427 résidus environ [34)] présentant 
sept domaines transmembranaires ayant chacun une structure en hélice α (I à VII) 
et  reliés  par  trois  boucles  extracellulaires  et  trois  boucles  intracellulaires  
(schéma  3).  Les  hélices  α sont  étroitement  accolées,  définissant  une  fente 
diédrique  étroite  correspondant  au  site  de  localisation  probable  de  l’agoniste  
[24, 27]. Les domaines transmembranaires I, II et VII sont très voisins les uns des 
autres et forment un trièdre.
2.2. Activation du récepteur et transduction membranaire du signal
Selon  le  modèle  retenu  à  l’heure  actuelle  [24,  78],  la  thrombine  active  son 
récepteur en le clivant entre les résidus arginine-41 et sérine-42 démasquant ainsi 
une nouvelle extrémité amino-terminale qui joue le rôle de ligand (schémas 3 et 4). 
En faveur de ce mécanisme d’activation par protéolyse, il a été montré que des 
peptides  synthétiques3 correspondant  à  la  séquence  du  récepteur  à  partir  du 
nouveau résidu amino-terminal sont capables de mimer l’action de la thrombine 
dans l’agrégation des plaquettes humaines [24]. 
Après clivage par la thrombine, le ligand engendré se fixe sur le récepteur ce qui 
induit un changement de conformation de ce dernier. Ce signal est transmis à la 
protéine  G  hétérotrimérique  à  laquelle  le  récepteur  est  associé  (schéma  4).  
3 Les peptides agonistes de synthèse du récepteur de la thrombine sont désignés par le terme générique 
TRAPs (Thrombin-Receptors-Activating-Peptides).
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Schéma  5  (d’après  [5]). Représentation  schématique  de  la  structure 
tridimensionnelle d’une sous-unité α des protéines G hétérotrimériques. 
Ce schéma est issu de données cristallographiques ; ce n’est donc pas une représentation 
basée sur des coordonnées exactes. R et E indiquent les domaines d’interaction entre la 
sous-unité α d’une part, les récepteurs (R) et les effecteurs (E) d’autre part. Les hélices α 
de la protéine sont représentées par des cylindres, ses feuillets  β par des flèches et les 
régions de liaison (linkers) par la lettre L. SI, SII et SIII correspondent aux régions (switch 
domains) les plus importantes lors de l’échange GDP/GTP. hr est l’un des deux grands 
domaines  structuraux  de  la  sous-unité  α des  protéines  G  hétérotrimériques ;  il  est 
composé de sept hélices α (αN, α1, α2, α3, αG, α4 et α5) et de six feuillets β (β1 à β6) ; à 
l’intérieur de lui s’insèrent trois séquences spécifiques des protéines G hétérotrimériques 
(i2,  i3  et  i4).  L’insertion  i1  correspond  au second  grand domaine de la  sous-unité  α, 
spécifique de ces protéines et formé de six hélices α (αA à αF).
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Les protéines G hétérotrimériques sont composées d’une sous-unité α (schéma 5) 
et d’un dimère indissociable, le complexe  βγ (schéma 6). Ce sont des protéines 
sous-membranaires associées à la membrane par des lipides [8, 19, 41, 42, 50, 
70, 77]. Lorsque le RCPG est activé, la sous-unité α perd alors son affinité pour le 
GDP (guanosine 5’-diphosphate), conduisant à un état intermédiaire sans liaison 
de nucléotide (RCPG-αβγ). Le récepteur lie alors son ligand avec une forte affinité. 
Cet état est transitoire : le GTP (guanosine 5’-triphosphate) occupe rapidement le 
site nucléotidique et provoque la dissociation des trois partenaires, le RCPG, la 
protéine α-GTP et le complexe βγ. α-GTP d’une part, et βγ d’autre part, stimulent 
un ou plusieurs effecteurs. L’hydrolyse du GTP marque la séparation des protéines 
α,  βγ et  de leurs  effecteurs,  ainsi  que la  reconstitution du complexe  α-GDPβγ. 
L’ensemble de ces phénomènes est représenté sur le schéma 7.
La stimulation de son récepteur par la thrombine, ou par les agonistes peptidiques, 
entraîne un état de désensibilsation du récepteur [52].
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Schéma 6 (d’après [5]). Représentation structurale schématique du complexe βγ des 
protéines G hétérotrimériques (vu de dessus). 
Les hélices  α des protéines sont représentées par un cylindre ou un rectangle et leurs 
feuillets β par une flèche. La sous-unité β du complexe βγ a une structure comparable à 
une hélice de bateau qui aurait sept pales. Son domaine amino-terminal (Nβ) en hélice α 
s’apparente à une amarre attachée à la pale 7. Chaque pale correspond à une séquence 
dite "WD" (1 à 7) formée de quatre feuillets β antiparallèles. Les sept pales ménagent un 
axe  dans  lequel  s’insère  l’hélice  α2  de  la  sous-unité  α-GDP  de  la  protéine  G 
hétérotrimérique. Sur ce schéma, cette sous-unité  α serait localisée sous le plan de la 
feuille de papier. Un autre contact entre la sous-unité α (Nα) et la sous-unité β se situe en 
regard de la pale WD1 de cette dernière. La sous-unité  γ est formée de deux hélices  α 
reliées par une boucle. Les hélices α des domaines amino-terminaux de γ (Nγ) et de β (N
β) forment une structure d’association de type coiled-coil.
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3. ROLE DE L’INTEGRINE αIIb/β3 DANS LA SIGNALISATION PLAQUETTAIRE
3.1. Données structurales
L’intégrine  αIIb/β3  est  indispensable  à  l’adhérence,  à  l’étalement  et  surtout  à 
l’agrégation  des  plaquettes  lors  de  l’hémostase.  Cette  glycoprotéine  est  un 
hétérodimère (schéma 8) constitué d’une sous-unité  αIIb et d’une sous-unité  β3 
reliées entre elles de façon non covalente [71]. Chaque sous-unité présente un ou 
plusieurs sites extracellulaires de liaison avec des cations divalents, en particulier 
le calcium, indispensables à la fixation du fibrinogène par l’intégrine. L’extrémité 
amino-terminale et la majeure partie de chaque sous-unité sont extracellulaires ; 
seul, un segment transmembranaire réunit ces domaines à une queue carboxy-
terminale intracytoplasmique.  Celle-ci  est  associée avec une grande variété  de 
molécules  de  la  signalisation  plaquettaire  ainsi  qu’avec  le  cytosquelette  de  la 
cellule [46, 53, 57, 66].
3.2. Changement conformationnel de l’intégrine ou signalisation inside-out
Dans les plaquettes au repos, αIIb/β3 est dans un état de faible affinité incapable 
de  lier  le  fibrinogène soluble.  La  modification  de  l’affinité  de  l’intégrine  lors  de 
l’activation plaquettaire, qui autorise son engagement avec le fibrinogène, est due 
à  un  changement  de  sa  conformation  [58,  66].  De  nombreux  agonistes 
plaquettaires, au premier rang desquels la thrombine, sont capables d’induire une 
augmentation  de  l’affinité  d’αIIb/β3  grâce  à  une  signalisation  dite  inside-out 
[53, 66]. Celle-ci est à l’origine d’une réorganisation moléculaire de l’interaction d’α
IIb  avec  β3  faisant  intervenir  des  protéines  intracellulaires  capables  d’interagir 
directement avec la partie cytoplasmique de l’intégrine.
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Schéma  7  (d’après  [5]).  Représentation  schématique  du  cycle  d’activation  d’une 
protéine G hétérotrimérique par un RCPG. 
La protéine G est inactive dans l’état 1 (la sous-unité α contient du GDP). Le récepteur, 
activé par la liaison à son ligand, stimule la libération du GDP. L’état 2 est caractérisé par 
l’absence de nucléotide au sein de la sous-unité α ; il est extrêmement transitoire. Le GTP 
s’associe  rapidement  au  site  nucléotidique  et  il  se  produit  alors  une  dissociation  des 
partenaires : le récepteur, la protéine α-GTP et le complexe βγ.  α-GTP d’une part, et  βγ 
d’autre part, s’associent avec leurs effecteurs pour en modifier l’activité. L’hydrolyse du 
GTP met fin à l’interaction α-GTP/effecteur. α-GDP restaurée s’associe alors à βγ et met 
fin à l’association de ce dernier avec son propre effecteur. PLC : phospholipase C ; GIRK : 
G protein-regulated inward rectifying K+ channel ; MAP-kinase : mitogen-activated protein 
kinase (protéine kinase activée par les facteurs mitogènes).
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Le récepteur de la thrombine agit, comme on l’a vu plus haut, par l’intermédiaire 
d’une protéine G hétérotrimérique. La cascade de signalisation intracellulaire qui 
découle  de  l’activation  de  celle-ci  conduit,  par  l’intermédiaire  de  mécanismes 
moléculaires  encore  mal  connus,  au  changement  conformationnel  d’αIIb/β3 
(schémas 8 et 9). De plus, dès la fixation du fibrinogène, une diffusion latérale de 
l’intégrine  dans  la  membrane  plaquettaire  ajoutée  au  remodelage  de  son 
interaction avec le cytosquelette, vont contribuer à un regroupement (clustering) 
des molécules d’αIIb/β3, qui augmente son affinité pour le fibrinogène [46].
3.3.  Evénements  induits  par  l’engagement  de  l’intégrine  αIIb/β3  ou 
signalisation outside-in
Il est clairement établi aujourd’hui que les intégrines ne se limitent pas à lier des 
protéines  d’adhérence  extracellulaires,  mais  agissent  également  en  tant  que 
véritables  récepteurs  qui  transmettent  une  information  de  signalisation 
intracellulaire [53, 66].
Dès  l’engagement  de  l’intégrine  αIIb/β3  avec  le  fibrinogène,  des  signaux 
intracellulaires spécifiques sont émis grâce à des protéines effectrices recrutées 
très rapidement à la proximité de la partie intracytoplasmique de l’intégrine [45]. 
Cette  phase  initiale  du  mécanisme  de  signalisation  outside-in va  contribuer  à 
activer encore αIIb/β3, dont le regroupement et l’interaction avec de nombreuses 
enzymes et protéines adaptatrices cytosoliques de même qu’avec des protéines 
structurales du cytosquelette d’actine, vont conduire à la formation d’adhérences 
focales dites matûres [66].
Parmi les signaux induits par l’engagement de l’intégrine αIIb/β3 (schémas 8 et 9), 
on  note  une  mobilisation  calcique,  la  phosphorylation  sur  résidus  tyrosine  de 
nombreuses  protéines  ou  encore  l’activation  du  métabolisme  des  phospho-
inositides plaquettaires [46, 57, 53, 66].
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Schéma 8 (d’après [71]). Représentation schématique de l’intégrine plaquettaire αIIb/
β3 et des signalisations inside-out et outside-in qui s’organisent autour d’elle. 
L’intégrine αIIb/β3 est un hétérodimère montrant une vaste partie extracellulaire. Sa sous-
unité α présente quatre sites de liaison au calcium, sa sous-unité β un seul. Cet ion est 
indispensable  au  bon  déroulement  du  changement  conformationnel  de  l’intégrine, 
préalable à sa liaison avec le fibrinogène. La queue intracytoplasmique de la sous-unité β 
est associée au cytosquelette d’actine sous-membranaire.
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4. DONNES STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES SUR LA TEC ET LA BTK
La  Tec  et  la  Btk  font  partie  du  groupe des PTKs à  domaine PH.  Toutes  ces 
protéines présentent une structure primaire du même type : au domaine PH situé 
du côté amino-terminal de la protéine, font suite un domaine TH (qui correspond à 
un domaine riche en prolines), un domaine SH24 (Src Homology 2), un domaine 
SH33 (Src Homology 3) et enfin, vers l’extrémité carboxy-terminale, un domaine 
catalytique (ou domaine SH1).
Ces kinases sont exprimées de manière prépondérante dans les lignées cellulaires 
hématopoïétiques, mais la Tec semble plus ubiquitaire [59]. La Btk joue un rôle 
majeur dans la différenciation du lymphocyte B ; son déficit  est responsable de 
l’immunodéficience  liée  au  chromosome  X  chez  la  Souris,  et  de 
l’agammaglobulinémie  liée  au  sexe chez l’Homme [67,  74,  79].  Cette  dernière 
maladie,  décrite  par  BRUTON en  1952,  se  caractérise  par  l’absence  de  
lymphocyte  B  dans  le  sang  et  les  organes  lymphoïdes  périphériques ;  de 
nombreuses mutations différentes ont été décrites, localisées dans n’importe quel 
domaine de la  protéine  [67].  On connaît  très  mal  le(s)  rôle(s)  de ces PTKs à 
domaine PH dans les mécanismes de transduction du signal. La Btk est impliquée 
en aval du récepteur à l’interleukine-5 (IL-5) [43], du récepteur à l’IL-6 [44], et du 
récepteur à l’antigène des lymphocytes B [17, 31, 69]. La Tec intervient dans les 
voies de signalisation du récepteur à l’IL-3 [43], du récepteur à l’IL-6 [44] et de 
diverses autres cytokines [47, 73].
4 Les domaines SH2 et SH3, homologues aux régions correspondantes de la protéine Src [15, 55, 64], sont, 
comme le domaine PH, des régions relativement bien conservées, support d’interactions de type protéine-
protéine (schémas 10 A et 10 B ). De nombreuses revues bibliographiques [9, 10, 14, 48], décrivent leur 
structure et leur fonctionnement.
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Schéma 9 (d’après [57]). Représentation schématique de la place de l’intégrine αIIb/β
3 au cœur de la signalisation inside-out et outside-in dans la plaquette stimulée par 
la thrombine. 
Le rôle exact de la plupart des molécules intervenant dans la signalisation de l’intégrine α
IIb/β3 est encore peu connu, mais il est possible de résumer les principaux événements 
de ce processus comme proposé sur ce schéma. G : protéine G hétérotrimérique associée 
au récepteur de la thrombine. Protéines recrutées à hauteur des adhérences focales : Src, 
Syk :  protéines  tyrosine-kinases  non-récepteurs  (cytosoliques) ;  FAK :  focal  adhesion 
kinase (kinase d’adhésion focale) ; SHIP : SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase 
(inositol  5-phosphatase à domaine SH2) ;  PTP :  phosphotyrosine phosphatase ;  PI3K : 
phospho-inositide  3-kinase ;  MHC :  myosin  heavy  chain (chaine  lourde  de  myosine). 
PtdIns(3,4)P2 : phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate.
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La particularité de ces kinases est, on l’a vu, de posséder du côté amino-terminal 
un domaine PH, qui, depuis sa récente identification, a fait l’objet de nombreuses 
études  [6,  9,  49].  C’est  un  module  structural  d’une  centaine  d’acides  aminés 
(schéma 10 C),  découvert  dans la pleckstrine (principal  substrat  de la protéine 
kinase  C  (PKC)  dans  les  plaquettes)  et  actuellement  décrit  dans  plus  de  90 
protéines.  Malgré  de  notables  différences  dans  les  structures  primaires,  les 
domaines PH possèdent des structures tridimensionnelles fortement analogues ; 
seul paraît constant un tryptophane qui occupe toujours la même position clé. Ces 
domaines  sont  constitués  de  sept  feuillets  β antiparallèles  séparés  par  des 
boucles, et d’une hélice  α du côté carboxy-terminal ; le tryptophane constant est 
situé au milieu ou au début de l’hélice α et joue un rôle essentiel dans la liaison 
entre  les  feuillets  β et  cette  hélice.  Les  domaines  PH  possèdent  une  région 
chargée positivement, du fait de la présence d’arginines et de lysines relativement 
bien conservées. Cette région amino-terminale intervient dans la liaison avec les 
phospholipides à inositol, alors que le domaine carboxy-terminal interagit, comme 
on l’a vu plus haut, avec les sous unités βγ protéines G hétérotrimériques. Ainsi, le 
domaine PH pourrait permettre le recrutement des protéines le possédant, et leur 
localisation au niveau membranaire [36].
Deux publications récentes ont montré une forte affinité entre le domaine PH de la 
Btk et l’inositol 1,3,4,5-tétrakisphosphate d’une part [20], et le phosphatidylinositol 
3,4,5-trisphosphate d’autre part [62]. Ceci laisse penser que la Btk pourrait  être 
régulée par la PI3-K. Par ailleurs, le domaine PH de la Btk est capable de se lier 
avec plusieurs isoformes de PKC [80],  ce qui conduit  à une diminution de son 
activité tyrosine-kinase, résultat qui contraste avec l’effet positif de la PKC montré 
sur l’Itk [32]. Le rôle de cette sérine/thréonine kinase dans la régulation de l’activité 
des PTKs à domaine PH est donc peu clair. Par contre, la stimulation de la Btk par 
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Schéma  10  (d’après  [9]). Représentation  schématique  tridimentionnelle  des 
domaines structuraux d’interaction protéine-protéine SH2, SH3 et PH. 
Les hélices α des protéines sont représentées par un cylindre et leurs feuillets β par une 
flèche.  Les  chaînes  latérales  impliquées  dans  le  processus  de  reconnaissance  sont 
indiquées. (A) Domaine  SH2.  Composé  d’une  centaine  d’acides  aminés,  il  reconnaît 
spécifiquement des séquences peptidiques contenant une tyrosine phosphorylée (pY). La 
spécificité d’interaction des domaines SH2 est régie par les acides aminés situés en aval 
de la tyrosine phosphorylée, en position +2 ou +3 suivant les domaines SH2. (B) Domaine 
SH3.  Constitué  d’environ 60 acides aminés,  il  reconnaît  spécifiquement,  grâce à trois 
sous-sites (S0, S1 et S2) des peptides riches en proline de motif général PXXP. Celui qui 
est représenté peut se lire de droite à gauche ou de gauche à droite : dans le sens (+), R 
est en position amino-terminale, dans le sens (−) il  est en position carboxy-terminale.  
(C) Domaine PH. Composé d’une centaine d’acides aminés, il contient une région chargée 
positivement  au  niveau  de  trois  boucles  variables  (VL1,  VL2  et  VL3),  et  un  résidu 
tryptophane conservé au milieu de l’hélice  α carboxy-terminale. Il est maintenant admis 
que les domaines PH servent à recruter leur protéine hôte vers la membrane plasmique 
via des  interactions  entre  la  région  positivement  chargée  et  des  phospholipides 
spécifiques  comme  le  phosphatidylinositol  4,5-bisphosphate  (Ptdn(4,5)P2)  ou  l’inositol 
1,4,5-trisphosphate (IP3). Les domaines PH peuvent également se lier aux protéines G 
hétérotrimériques.
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les kinases de la famille Src a été clairement décrite : ces dernières interagissent 
par leur domaine SH3 avec le domaine TH de la Btk et la phosphorylent sur le 
résidu tyrosine 551 [1,  60]. Cette transphosphorylation activatrice est suivie par 
une  autophosphorylation  sur  le  résidu  tyrosine  223  qui,  curieusement,  semble 
diminuer l’activité de la PTK [54].
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Deuxième partie :
EXPERIMENTATION
1. MATERIELS ET METHODES
1.1. Préparation d'anticorps polyclonaux spécifiques anti-Tec et anti-Btk
Au cours de l'année passée, à partir de l’ADNc de la Tec et de la, l'équipe a sous-
cloné,  de  manière  indépendante,  la  partie  amino-terminale  de  la  Tec  et  celle 
correspondant  aux  domaines  PH/TH  de  la  Btk,  dans  un  vecteur  plasmidique 
d'expression procaryote. Trois types de souches bactériennes recombinantes ont 
été créées après transformation ; elles produisent, sous induction par l’ajout d’un 
sucre,  l'IPTG (IsoPropyl  Thio-β-D  Galactoside),  la  protéine  GST  (Gluthation-S-
Transferase) sauvage, la protéine de fusion GST-Tec(N-term) ou la protéine de 
fusion  GST-Btk(PH/TH),  utilisées  pour  la  préparation  d'anticorps  polyclonaux 
spécifiques anti-Tec ou anti-Btk chez le Lapin.
1.1.1. Production de la GST et des protéines de fusion GST-Tec et GST-Btk
Les bactéries recombinantes sont mises en préculture (toute la nuit sous agitation, 
37°C) dans 10 mL de milieu LB (10 g • L-1 Tryptone, 5 g • L-1 extraits de levure, 
10 g • L-1 NaCl) contenant de l'ampicilline (0.05 mg • mL-1). Le lendemain matin, la 
préculture  sert  à  ensemencer  un  plus  grand  volume  de  culture  (10  mL  de 
préculture dans 300 mL de LB-ampicilline, sous agitation jusqu’à ce que la DO à 
600 nm soit comprise entre 0.6 et 0.8, 37°C), puis l'expression des protéines est 
induite par ajout d'IPTG (200 µM, 3 h sous agitation, 37°C). Les bactéries induites 
sont  ensuite  récupérées  par  centrifugation  (3  000  g,  10  min,  4°C)  et  le  culot 
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bactérien est lysé par ultrasonation (4 fois 1 min, 20 kHz, 4°C) dans un tampon 
phosphate (12 mL de PBS pour un culot correspondant à 300 mL de culture, 1% 
(v/v) Triton X-100, 1% (v/v) Sarkosyl, 1 mg • mL-1 lysozyme, 1 mM PMSF, 10 µg • 
mL-1 leupeptine, 10 µg • mL-1 aprotinine). Après centrifugation (20 000 g, 20 min, 
4°C),  le  surnageant  est  mis  en  présence  de  glutathion  couplé  à  des  billes 
d'agarose (200 µL d’une solution à 50% pour un équivalent de 300 mL de culture, 
2 h sous agitation douce, 4°C). Les billes sont alors récupérées par centrifugation 
(2 500 g, 2 min, 4°C), puis lavées (4 fois avec du PBS). Elles permettront, d'une 
part,  l’obtention  des protéines de  fusion  purifiées  utilisées pour  immuniser  des 
Lapins (Cf. § 1.1.2.), et d'autre part, de purifier les anticorps d'intérêt (anti-Tec ou 
anti-Btk) à partir du sérum immun des mêmes Lapins (Cf. § 1.1.3.).
1.1.2. Purification des protéines de fusion et immunisation de Lapins
Des  anticorps  polyclonaux  anti-Tec  et  anti-Btk  sont  produits  par  des  lapins 
immunisés avec les protéines de fusion purifiées, GST-Tec ou GST-Btk. Celles-ci 
sont obtenues après élution des billes sur lesquelles elles sont fixées (Cf. § 1.1.1), 
par du glutathion (10 mM, 3 fois, 4°C) qui déplace, par compétition, les protéines 
de fusion. Le protocole d'immunisation retenu est le suivant : trois injections de la 
protéine de fusion (50  µg par injection) dans l'adjuvant de Freund complet sont 
pratiquées à huit jours d'intervalle, suivies de rappels mensuels dans l'adjuvant de 
Freund incomplet. Le premier prélèvement de sang est réalisé un mois après la 
première  injection,  puis  des  prélèvements  sont  pratiqués  tous  les  mois,  une 
semaine après chaque rappel.
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1.1.3. Purification des anticorps
A partir du sérum immum, les anticorps d'intérêt (anti-Tec ou anti-Btk) sont purifiés 
au laboratoire par une technique d'immuno-affinité utilisant les protéines fixées sur 
les  billes  d'agarose  (Cf.  §  1.1.1.).  Dans  un  premier  temps,  on  réalise  une 
purification  positive  qui  permet  de  récupérer  l’ensemble  des  anticorps  dirigés 
contre les protéines recombinantes ayant servi à l’immunisation. Pour ce faire, on 
incube le sérum avec les protéines de fusion (GST-Tec ou GST-Btk) fixées sur les 
billes d’agarose (1,5 mL de sérum pour un culot de billes correspondant à 600 mL 
de culture, toute la nuit sous agitation douce, 4°C). Le lendemain matin, les billes 
sont récupérées par centrifugation (2 500 g, 2 min, 4°C), puis lavées (4 fois avec 
du PBS) ; elles ont fixé les anticorps que l’on récupère par élution au citrate pH 2,7 
(500 µL pour un culot de billes équivalent à 600 mL de culture, 6 fois). Le pH des 
six éluats est immédiatement tamponné, au fur et à mesure des élutions, par du 
Tris 1 M pH 11 (volume correspondant à 1/5e du volume de citrate utilisé pour 
l’élution, 4°C) et, finalement, groupés. A partir de cet éluat total, on réalise dans un 
deuxième temps une purification négative visant à éliminer les anticorps anti-GST, 
sans intérêt pour la suite, et cependant produits en grande quantité par les Lapins. 
A cette fin, l’éluat est incubé avec de la GST fixée sur billes d’agarose (même 
volume de billes que celui ayant servi à la purification positive, 2 h sous agitation 
douce,  4°C) ;  elle  va  fixer  les  anticorps  indésirables,  et  le  surnageant,  qui  ne 
contient  plus  que  les  anticorps  d’intérêt  (anti-Tec  ou  anti-Btk)  concentrés,  est 
récupéré  par  centrifugation  (2  500 g,  2  min,  4°C).  Il  est  stocké à  4°C jusqu’à 
utilisation pour des expériences d’immunoprécipitation (Cf. § 1.2.3.) ou d’immuno-
empreinte (Cf. § 1.4.3.).
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1.2. Stimulation des plaquettes et immunoprécipitation de la Tec et de la Btk
1.2.1. Préparation des plaquettes
Les plaquettes sont préparées selon une méthode déjà décrite [37, 39, 25] à partir 
de  concentrés  plaquettaires  fournis  par  le  Centre  de Transfusion  Sanguine  de 
Toulouse ; ceux-ci sont issus du sang total de donneurs sains prélevés la veille au 
soir ou le matin même sur anticoagulant ACD (1.4% acide citrique, 2.5% citrate 
trisodique,  2H2O, 2% glucose anhydre).  Après trois  lavages successifs  [25],  la 
suspension plaquettaire  finale  (109 cellules  • mL-1)  est  divisée en échantillons  
(500 µL chacun) placés dans un bain thermostaté (15 min, 37°C).
1.2.2. Stimulation des plaquettes
Du calcium (1 mM CaCl2)  est  ajouté aux échantillons préparés plus haut  juste 
avant la stimulation par la thrombine (1 U • mL-1). Dans certaines expériences, les 
suspensions  plaquettaires  sont  préincubées  avec  du  RGDS (500  µM,  10  min, 
37°C)  ajouté  dans  le  tampon  d'incubation  avant  stimulation  par  la  thrombine. 
Pendant tout le temps de stimulation, les échantillons plaquettaires sont placés 
sous agitation dans un bain thermostaté à 37°C. La stimulation (sauf cas de la 
préparation des cytosquelettes, Cf. § 1.3.) est stoppée par l'addition de 250 µL de 
tampon de lyse 3X (60 mM Tris-HCl pH 8.0, 450 mM NaCl, 6 mM EDTA, 3% (v/v) 
Triton X-100, 0.6% (w/v) SDS, 3 mM Na3VO4, 30 µg • mL-1 aprotinine, 30 µg • mL-1 
leupeptine, 3 mM PMSF, 15 mM pyrophosphate de sodium).
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1.2.3. Immunoprécipitation de la Tec et de la Btk
Les  lysats  obtenus  ci-dessus  sont  placés  dans  la  glace  (15  min)  avant  d'être 
ultrasonés (2 fois 20 s, 20 kHz, 4°C) et centrifugés (12 000 g, 10 min, 4°C). On 
élimine ainsi le matériel insoluble, et le surnageant récupéré est incubé avec les 
anticorps  purifiés  au  laboratoire,  anti-Tec  ou  anti-Btk  selon  les  cas  (100  µL 
d’anticorps  par  lysat  plaquettaire,  toute  la  nuit  sous  agitation  douce,  4°C).  Le 
lendemain  matin,  l’actine  ayant  précipité  pendant  la  nuit  est  éliminée  par 
centrifugation (12 000 g, 15 min, 4°C), et on ajoute sur le surnageant de la protéine 
A fixée sur des billes de sépharose (80 µL d'une solution à 10% par échantillon, 2 
h  sous agitation  douce,  4°C).  Les  immunoprécipités  sont  ensuite  collectés  par 
centrifugation (6 000 g, 5 min, 4°C), lavés (5 fois par du tampon de lyse 1X), avant 
d'être repris dans du LSB [34] et stockés à −20°C en attendant l'étape de migration 
électrophorétique (Cf. § 1.4.).
1.3. Isolement du cytosquelette plaquettaire
Dans ce cas, la stimulation des plaquettes par la thrombine est arrêtée avec l'ajout 
d’une solution tampon (concentrations finales : 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM 
EGTA, 1 mM Na3VO4, 1 µg • mL-1 aprotinine, 1 µg • mL-1 leupeptine, 100 µg • mL-1 
PMSF, 2% (v/v) Triton X-100). Le cytosquelette plaquettaire précipité est séparé 
de  la  fraction  Triton-soluble  selon  une  méthode  déjà  décrite  [25,  37,  39].  Les 
fractions cytosquelettes ainsi obtenues sont reprises par du LSB [34] et stockées à 
−20°C avant d’être utilisées dans des expériences d’immunodétection (Cf. § 1.4.).
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1.4. Immuno-empreintes
1.4.1.  Migration  électrophorétique  des  protéines  et  transfert  sur 
nitrocellulose
Les échantillons stockés à −20°C dans le LSB (Cf. § 1.2.) sont décongelés, portés 
à  ébullition  (2  min),  centrifugés (6  000 g,  2  min,  température  ambiante),  et  le 
surnageant  des  billes  de  sépharose-protéine  A,  qui  contient  les  protéines 
préalablement immunoprécipitées, est déposé sur un gel SDS-PAGE à 8%. Après 
migration  électrophorétique  (20  mA limitants),  les  protéines  sont  transférées  à 
partir du gel sur une membrane de nitrocellulose (300 mA, 30 min), l'efficacité du 
transfert  étant  vérifiée  par  coloration  des  protéines  au  rouge  Ponceau.  La 
membrane ainsi obtenue est utilisée afin de réaliser des immuno-empreintes.
1.4.2. Immuno-empreinte anti-phosphotyrosine
En  vue  d'une  révélation  des  protéines  phosphorylées  sur  résidus  tyrosine,  la 
membrane est saturée dans du PBS contenant 5% de BSA (1 h sous agitation 
douce, température ambiante), puis mise à incuber avec l'anticorps primaire anti-
phosphotyrosine  dilué  au  1/1  000e (10  µg  d’anticorps  monoclonal  4G10 dans  
10 mL de PBS contenant 5% (w/v) de BSA, 2 h sous agitation douce, température 
ambiante) ; elle est ensuite lavée (2 fois à l’eau distillée), puis on procède à son 
incubation avec l'anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé à la peroxydase, 
dilué au 1/10 000e (1  µg d’anticorps dans 10 mL de PBS contenant 5% (w/v) de 
BSA, 1 h 15 min sous agitation douce, température ambiante). La membrane est 
alors lavée (2 fois à l'eau distillée, 1 fois avec du PBS contenant 0.025% (v/v) de 
Tween-20,  et  5  autres  fois  à  l'eau  distillée),  et  l'empreinte  est  révélée  par 
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chémiluminescence  à  l'aide  d'un  kit  (Super  Signal  Western  Blotting  Substrate, 
Pierce).
1.4.3. Immuno-empreinte anti-Tec et anti-Btk
Pour détecter les PTKs d’intérêt (la Tec ou la Btk selon le cas), la membrane est 
saturée  dans  du  TBST  (20  mM  Tris,  500  mM  NaCl,  0.1%  (v/v)  Tween-20) 
contenant  5%  (w/v)  de  lait  écrémé  (1  h  sous  agitation  douce,  température 
ambiante), puis lavée (2 fois avec du TBST sans lait).  Elle est ensuite incubée 
avec l'anticorps primaire anti-Tec ou anti-Btk produit au laboratoire, dilué au 1/40e 
(250 µL d’anticorps dans 10 mL de TBST, 2 h sous agitation douce, température 
ambiante),  puis  lavée  (2  fois  avec  du  TBST),  et  incubée  avec  l'anticorps 
secondaire anti-IgG de Lapin couplé à la peroxydase, dilué au 1/4 000e (2,5  µL 
d’anticorps dans 10 mL de TBST, 1 h 15 min sous agitation douce, température 
ambiante). La membrane est alors lavée (5 fois dans du TBST), et l'empreinte est 
révélée par chémiluminescence à l'aide d'un kit ECL (Amersham).
1.4.4. Analyse densitométrique
L'analyse  densitométrique  des  signaux  révélés  par  immuno-empreinte  a  été 
réalisée grâce à un scanner couplé à un système informatique utilisant le logiciel 
Gel Doc 1000 (BioRad).
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2. RESULTATS
2.1. Vérification de la purification des anticorps anti-Tec et anti-Btk
Lorsqu’elle a mis au point, l’an passé, la technique de préparation des anticorps 
anti-Tec et anti-Btk, l’équipe a montré leur efficacité en immunoprécipitation et en 
immuno-empreinte.  Elle  a,  en  outre,  vérifié  que  les  anticorps  étaient  bien 
spécifiques, et ne réagissaient donc pas de manière croisée.
A l’occasion de chaque purification, on suit l’efficacité et le bon déroulement du 
processus en déposant sur un gel SDS-PAGE à 8% un échantillon de solution 
représentatif de chacune des principales étapes. Après migration électrophorétique 
(20 mA limitants) et coloration au Bleu de Coomassie, on peut contrôler, comme le 
montre la figure 1, l’extraction des protéines GST sauvages et des protéines de 
fusion  (GST-Tec  ou  GST-Btk),  ainsi  que  les  temps  de  purification  positive  et 
négative. Cette vérification permet d’éliminer les lots d’anticorps trop pauvres en 
immunoglobulines G.
2.2.  La  Tec  et  la  Btk  sont  présentes  dans  les  plaquettes  et  sont 
phosphorylées  sur  tyrosine  après  stimulation  de  ces  cellules  par  la 
thrombine
Par immuno-empreinte réalisée avec les anticorps anti-Tec ou anti-Btk, on a pu 
mettre en évidence une quantité significative de ces deux kinases dans le lysat 
total de plaquettes au repos, ce qui signe leur expression dans ces cellules. 
La  phosphorylation  sur  tyrosine  est  un  processus  central  de  régulation  des 
protéines impliquées dans la signalisation, en particulier dans la plaquette. Afin de 
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déterminer si la Tec et la Btk sont mises en jeu dans les voies de signalisation 
induites par la thrombine, des plaquetttes ont été stimulées pendant des temps 
variables avec cet agoniste (1 U • mL-1) ; à partir de leurs lysats, on a réalisé une 
immunoprécipitation  de  la  Tec  ou  de  la  Btk  selon  le  cas,  et  le  niveau  de 
phosphorylation sur tyrosine de ces protéines a été évalué par immuno-empreinte 
à l’aide d’un anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine (figures 2 A et 2 B). On 
note que l'état de tyrosine-phosphorylation de ces PTKs commence à augmenter à 
1 minute pour  atteindre un maximum à 3 minutes de stimulation.  Comme une 
quantité  constante  de  Tec  et  de  Btk  est  retrouvée  dans  les  immunoprécipités 
(figures  2  C  et  2  D),  ce  résultat  démontre  que  la  thrombine  induit  une 
phosphorylation sur tyrosine spécifique de la Tec et de la Btk. La cinétique plutôt 
lente  de  ce  phénomène laisse  penser  qu’il  a  lieu  pendant  la  deuxième  ou  la 
troisième vague de tyrosine-phosphorylation qui ont été décrites lors de l'activation 
plaquettaire par la thrombine. 
On  peut  remarquer,  en  outre,  que  l'immuno-empreinte  anti-phosphotyrosine 
réalisée  à  partir  d'immunoprécipités  anti-Tec  révèle  de  manière  constante  une 
protéine de 62-65 kDa, non reconnue par l'anticorps anti-Tec, et dont le profil de 
tyrosine-phosphorylation ne varie pas au cours de la stimulation.
2.3. La Tec et la Btk sont transloquées au cytosquelette après stimulation 
plaquettaire par la thrombine
L'agrégation plaquettaire induite par la thrombine s'accompagne de la translocation 
au cytosquelette d'un certain nombre de protéines de la signalisation, au nombre 
desquelles des PTKs comme pp60c-src [11, 25], pp72syk [13, 75] et pp125fak [40]. Afin 
d'aborder l’étude de la localisation subcellulaire de la Tec et de la Btk au cours de 
l'activation plaquettaire, des immuno-empreintes anti-Tec et anti-Btk ont été 
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réalisées  sur  des  cytosquelettes  isolés  à  partir  de  plaquettes  stimulées  par  la 
thrombine. On peut voir sur les figures 3 A et 3 C) que ces kinases sont clairement 
détectables dans la fraction cytosquelette à partir de 1 minute de stimulation, cette 
translocation  étant  maximale  dans  la  phase  tardive  d'activation  plaquettaire 
(jusqu'à 4 minutes).
2.4. La phosphorylation sur tyrosine et la translocation au cytosquelette de la 
Tec et de la Btk sont couplées à la signalisation induite par l'intégrine αIIb/β3
Ainsi  qu'on  vient  de  le  voir,  la  tyrosine-phosphorylation  et  la  translocation  au 
cytosquelette de la Tec et de la Btk, dans les plaquettes activées par la thrombine, 
sont deux événements tardifs de l'activation plaquettaire, ce qui suggère qu'ils sont 
dépendants de l’agrégation. Dans le but d'explorer cette hypothèse, on a envisagé 
l'implication de l'intégrine αIIb/β3 dans ces processus, étant donné le rôle majeur 
qu'elle joue dans l'agrégation en liant le fibrinogène après avoir été activée [68]. 
Pour ce faire, on a utilisé le tétrapeptide RGDS qui mime la séquence adhésive par 
laquelle le fibrinogène se lie à αIIb/β3, empêchant ainsi, par compétition, la liaison 
de  ce  dernier  à  l’intégrine.  Son  ajout  abolit  donc  l'agrégation  des  plaquettes 
stimulées par la thrombine. Comme on peut le voir sur la figure 4, le RGDS inhibe 
très fortement l'état de tyrosine-phosphorylation de la Tec et de la Btk. L'analyse 
densitométrique  des  immuno-empreintes  anti-phosphotyrosine  de  trois 
expériences différentes a permis de déterminer une inhibition de plus de 90% pour 
la Tec et de 80% pour la Btk. Sur la figure 3, par ailleurs, on peut constater que 
l'association au cytosquelette de la Tec et de la Btk induite par la thrombine est 
quasiment abolie par la préincubation des plaquettes avec le RGDS. 
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L'ensemble de ces résultats montre clairement que la phosphorylation sur tyrosine 
et la translocation au cytosquelette de la Tec et de la Btk sont des événements 
dépendants de l'agrégation plaquettaire via l'engagement de l'intégrine αIIb/β3.
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3. DISCUSSION
Dans ce travail, nous avons mis en évidence que la Tec et la Btk participent à la 
signalisation plaquettaire induite par la thrombine, ce qui place pour la première 
fois ces PTKs à domaine PH en aval d’un RCPG. Cependant, la phosphorylation 
sur  tyrosine  et  la  translocation  au  cytosquelette  de  ces  protéines  nous  sont 
apparues comme des événements tardifs de l’activation plaquettaire,  quasiment 
abolis  par  le  RGDS,  qui  bloque  l’engagement  de  l’intégrine  αIIb/β3.  Par 
conséquent, la mobilisation de ces kinases ne semble pas être directement liée à 
la  stimulation  du  récepteur  à  la  thrombine,  mais  s’inscrit  dans  une  voie  de 
signalisation  située  en  aval  de  l’intégrine.  Ainsi,  la  Tec  et  la  Btk  ne  sont 
vraisemblablement pas les PTKs mises en jeu dans la phosphorylation sur tyrosine 
de la SHP-1, contrairement à ce qu’avait supposé l’équipe à l’issue de travaux 
antérieurs (Cf. Première partie, § 1.). 
L’implication de la Tec et de la Btk en aval de l’intégrine αIIb/β3 va tout à fait dans 
le sens de diverses données de la littérature. En effet,  dans les plaquetttes au 
repos, cette glycoprotéine ne lie pas le fibrinogène soluble ; elle doit, pour cela, 
subir un changement de conformation qui est induit par divers agonistes comme la 
thrombine [68]. Ce signal  inside-out est suivi,  après liaison du fibrinogène, d’un 
signal  outside-in,  à  l’origine  de  la  phosphorylation  sur  tyrosine  de  diverses 
protéines,  en  particulier  la  phospholipase  C  [25],  la  PI3-K  [26],  et  des  PTKs  
[13, 40].  Nos résultats amènent à inclure la Tec et la Btk parmi ces dernières, 
d’autant  que  d’autres  travaux  conduits  par  l’équipe,  utilisant  un  anticorps 
permettant  l’activation  directe  de  l’intégrine  [28]  abondent  dans  ce  sens.  Son 
utilisation, à la place de la thrombine, pour stimuler les plaquettes permet de cibler 
le  signal  outside-in dont  nous  avons  parlé  plus  haut,  et  dans  ces  conditions, 
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l’équipe a pu mettre en évidence une augmentation de la tyrosine-phosphorylation 
de la Btk.
Par ailleurs, bien que la phosphorylation sur tyrosine de la Tec et de la Btk ait été 
jusqu’ici  décrite  comme  activatrice  [1,  43,  60],  l’équipe  n’a  pas  pu  mettre  en 
évidence  d’augmentation  de  l’activité  kinase  de  ces  protéines  dans  des 
immunoprécipités réalisés à partir de plaquettes stimulées par la thrombine. Ce 
résultat  appelle  plusieurs  commentaires.  On  peut,  d’une  part,  penser  que  la 
méthodologie  employée  pour  conduire  les  essais  d’activité  kinase  in  vitro ne 
convient pas pour les protéines étudiées ici. Cette hypothèse est corroborée par 
des données de la  littérature,  selon  lesquelles  divers  facteurs,  notamment  des 
phospholipides membranaires, jouent un rôle important dans l’activation de la Btk 
in  vitro [35].  On  peut,  d’autre  part,  supposer  que,  contrairement  à  ce  qui  est 
généralement admis, l’état de tyrosine-phosphorylation de la Tec et de la Btk n’est 
pas, dans les plaquettes, un reflet de leur niveau d’activation. Dans ces conditions, 
la  phosphorylation sur  tyrosine  pourrait  participer  au  contrôle  de  la  distribution 
intracellulaire de ces protéines et/ou de leur association avec d’autres molécules 
de la signalisation.
A ce propos, on ne sait pas par quels mécanismes la Tec et la Btk sont mises en 
jeu dans les plaquettes activées, mais il existe un certain nombre de candidats au 
recrutement  de  ces  protéines  dans  les  voies  de  signalisation  dépendantes  de 
l’intégrine αIIb/β3. De récentes publications ont montré que, in vitro, les kinases de 
la famille Src se lient à la Btk et régulent son activité [1, 60]. Ces résultats ont été 
obtenus  à  partir  de  cellules  transfectées,  et  il  serait  dangereux  de  vouloir  les 
extrapoler  directement  à  la  signalisation  des  plaquettes.  Dans  ces  cellules, 
néanmoins, il a été clairement établi que la pp60c-src est activée précocement après 
stimulation par la thrombine et qu’elle est transloquée au cytosquelette [25]. On 
peut donc raisonnablement imaginer qu’elle puisse interagir in vivo avec les PTKs 
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à domaine PH que nous avons étudiées, selon des modalités qu’il reste à définir. 
Le cytosquelette plaquettaire pourrait être leur lieu de rencontre, puisqu’elles s’y 
localisent (en partie au moins) après traitement par la thrombine. Cette hypothèse 
est confortée par la description d’un processus tout à fait analogue, conduisant à 
l’activation de la Btk dans le lymphocyte B activé par l’antigène [69]. 
A  côté  des  kinases  de  type  Src,  les  produits  de  la  PI3-K  sont  également 
susceptibles de participer à la régulation de la Tec et de la Btk. En effet, cette 
lipide kinase est fortement stimulée au cours de l’agrégation plaquettaire [26, 61], 
et  une  interaction  spécifique  entre  le  domaine  PH  de  la  Btk  et  le 
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate a été rapportée [62]. Il est donc tentant de 
penser que les 3-phosphoinositides jouent un rôle important dans le recrutement 
de la  Tec et  de la  Btk au sein  des plaquettes activées par  la  thrombine.  Des 
résultats  obtenus  par  notre  équipe  abondent  dans  ce  sens ;  ils  montrent  en 
particulier que la wortmannine, puissant inhibiteur de la PI3-K, diminue fortement la 
tyrosine-phosphorylation de la Btk dans les plaquettes stimulées par la thrombine 
(article II). 
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Conclusion générale et perspectives
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
L’emploi  d’anticorps  polyclonaux  spécifiques  anti-Tec  et  anti-Btk  produits  au 
laboratoire nous a permis de montrer clairement que ces PTKs à domaine PH sont 
exprimées dans les plaquettes humaines. Sous l’effet de la thrombine, elles sont 
transloquées au cytosquelette et phosphorylées sur tyrosine à partir de 1 minute 
de stimulation par cet agoniste. Ces phénomènes, relativement tardifs en terme de 
cinétique  d’activation  plaquettaire,  sont  abolis  lorsqu’on  inhibe  l’agrégation  par 
l’ajout de tétrapeptide RGDS, qui entre en compétition avec le fibrinogène pour la 
liaison à l’intégrine αIIb/β3. Dans ce modèle, la Tec et la Btk ne semblent donc pas 
être des cibles directes des protéines G hétérotrimériques couplées au récepteur à 
la thrombine, mais sont mises en jeu dans des voies de signalisation situées en 
aval de l’intégrine αIIb/β3. 
Ces résultats  originaux s’inscrivent  dans le  travail  plus vaste conduit  par  notre 
équipe d’accueil. Ils suggèrent de nouveaux rôles pour la Tec et la Btk par rapport 
à  ceux qui  ont  pu être  décrits  jusqu’ici  et  ouvrent  la  voie  à des investigations 
ultérieures.  Parmi  celles-ci,  il  faut  envisager  la  description  et  l’explication  plus 
précises des interactions complexes ayant lieu entre ces PTKs à domaine PH et 
d’autres  molécules  de  la  signalisation.  Par  exemple,  des  expériences  de 
cotransfection de la PI3-K et de la Tec ou de la Btk pourraient permettre de mieux 
cerner la place des 3-phosphoinositides dans la régulation de ces protéines. Des 
travaux sont  actuellement menés par l’équipe avec pour objectif  d’appréhender 
l’implication  de  la  PKC  dans  l’activation  de  la  Tec  et  de  la  Btk  ;  cette 
sérine/thréonine kinase pourrait en effet se situer entre le récepteur à la thrombine 
et l’intégrine αIIb/β3. Par ailleurs, l’identification de substrats spécifiques de la Tec 
et de la Btk pourrait permettre de mieux suivre le niveau d’activité de ces enzymes 
81
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dans les plaquettes et de comprendre le rôle physiologique qu’elles jouent dans 
l’activation plaquettaire.
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